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3.1. Jenis Penelitian 
Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimen. Data 
diperoleh dari sediaan Plate Koloni P. pastoris untuk menentukan kestabilan ekspresi 
dan kestabilan pertumbuhan Protein dari setiap Generasi P.pastoris 
3.2. Waktu dan tempat Penelitian 
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan November 2017 sampai dengan 
Januari 2018 di laboratorium Protein Terapeutik dan Vaksin Pusat Penelitian 
Bioteknologi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Cibinong Science Center 
(CSC). 
3.3. Alat dan Bahan 
Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian terdapat di Laboratorium PTV 
Pusat Penelitian Bioteknologi-LIPI, Cibinong Science Center (CSC). Untuk tabel alat 
dan bahan yang digunakan secara umum dapat dilihat pada Tabel 3.1, dan Tabel 3.2, 




Tabel 3. 1.  












Tabel 3. 2.  
Bahan yang digunakan dalam penelitian 
No. Bahan Jumlah 
1. Media YPD 50 mL 
2. Media BMGY 72 mL 
3. Media BMMY 72 mL 
4. Etanol 310 µL 
5. Protease Inhibitor Cocktail 0.2 gr 
6. Susu skim 20 mL 
7. TBS Tween 10 mL 
8. Antibodi Primer 15 mL 
9. Antibodi Sekunder 15 mL 
10. BCIP Buffer 1 mL 
11.  NBT Solution 1 mL 
12. PBS 5 mL 
No. Nama Alat Jumlah 
1. Cawan Petri 10 Unit 
2. Autoklaf 1 Set 
3. Inkubator Shaker 1 Set 
4. Timbangan 1 Set 
5. Labu Erlemeyer 5 Unit 
6. Sentrifuse 1 Unit 
7. Tabung mikro 10 Unit 
8. Rak Tabung 1 Unit 
9. Mikropipet berbagai ukuran 5 Unit 
10. Laminar Air Flow 1 Set 
11  Jarum Inokulasi 25 Unit 
12. Membran Nitroselulose 1 Unit 
13. Tabung Falcon 2 Unit 




No. Bahan Jumlah 
13. Blue Sepharose 2 mL 
14. Elution Buffer 5 mL 
15. Reducing Sample Buffer 5 µL 
16. Akuades 2 L 
17. Bovin Serum Albumin 5 µL  
18. Separating gel 5 mL 
19. Stacking gel 1.5 mL 
20.  Running Buffer 1 L 
21. Transfer Buffer 1 L 
3.4. Prosedur Penelitian 
3.4.1. Prosedur Kerja Skala 3 ml 
1) Penyediaan Sampel 
Sampel yang digunakan adalah P. pastoris Fusi dan Non Fusi yang 
disediakan di laboratorium Protein Terapeutik dan Vaksin Pusat Penelitian 
Bioteknologi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Cibinong 
Science Center (CSC). 
2) Inokulasi P. pastoris Fusi dan Non Fusi dimedia Padat dan media 
cair BMGY Skala 3ml 
Kultur Pichia pastoris protein fusi dan non fusi yang sudah diinkubasi, 
diambil koloni tunggal dan ditumbuhkan dalam 3 ml media BMGY (1% 
Yeast extract, 2% pepton, 1,34% Yeast Nitrogen Base, 1% gliserol, 10% 
potassium phosphate, 0,2% biotin dan aquades) (Merck, Jerman). Kultur 
diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 30 C o dan di shaker dengan kecepatan 
250 rpm. Pemanenan dilakukan melalui proses sentrifugasi dengan 
kecepatan 12000 rpm selama 5 menit. Kultur masuk tahap pemanenan 
melalui proses sentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 5 menit. 
Supernatan diambil untuk proses screening. 
3) Overproduksi dan Penambahan Methanol Absolut (Induksi 




Pelet kemudian disuspensikan kedalam 3 ml medium BMMY (1% 
Yeast extract, 2% pepton, 1,34% Yeast Nitrogen Base, 1%MeOH, 10% 
potasium fosfat, 0,2% biotin dan aquades) (Merck, Jerman). Kultur 
kemudian di inkubasi selama 24 jam dalam suhu 30 Co  dan kecepatan 250 
rpm. Pada jam ke-24 dilakukan induksi melalui penambahan 100% metanol 
dengan konsetrasi akhir 1.5% (Merck, Jerman) ke dalam kultur, kemudian 
inkubasi selama 24 jam dalam suhu 30 Co  dan di shaker dengan kecepatan 
250 rpm. 
4) Pemanenan Sel P. pastoris (Harvesting) dan Uji spesifisitas protein 
menggunakan metode Screening Dot-Blotting 
a. Pemanenan Sel (Harvesting) 
Supernatan dan pellet dipisahkan setelah jam ke 48 melalui proses 
sentrifugasi dengan kecepatan 1200 rpm selama 5 menit pada suhu 4oC. 
Supernatan sampel protein fusi dan non fusi kemudian dipisahkan 
masing-masing kedalam 1 tabung mikro (1.5 ml) sebanyak 1 ml untuk 
dilakukan Dot-Blotting. 
b. Uji spesifisitas protein menggunakan metode Screening Dot-
Blotting 
Supernatan yang telah dipisahkan kedalam tabung mikro (1.5 ml) 
disiapkan untuk sampel Dot-Blotting. Dot-Blotting dilakukan dengan 
melakukan dot sampel dari supernatan sebanyak 20 µl pada bagian atas 
Membran Nitroselulosa yang telah disesuaikan ukurannya dengan 
sampel yang dibutuhkan. Setelah sampel sudah di lakukan dot kedalam 
Membran Nitroselulosa, membran tersebut direndam dengan Blocking 
Buffer untuk 
Proses pencucian dilakukan tiga kali dengan waktu yang berbeda 
yaitu 15 menit, 5 menit, 5 menit, dan setiap sudah selesai pencucian 
pada masing-masing waktu tersebut TBS-Tween dibuang. Kemudian 
dilakukan perendaman dengan Antibodi Primer selama 1 jam. Antibodi 




didalam tubuh Tikus. Setelah antibodi tersebut direndam selama 1 jam, 
Antibodi Primer disimpan kembali dan membran dicuci kembali 
dengan TBS-Tween dan pencucian dilakukan sesuai dengan prosedur 
pencucian sebelumnya.  
Membran Nitroselulosa yang telah dicuci kemudian direndam 
dengan Antibodi Sekunder. Antibodi ini dinamakan Mouse antimouse 
IGg AP Conjugate. Kemudian dilakukan perendaman dengan Antibodi 
Sekunder ini selama 1 jam. Setelah antibodi tersebut direndam selama 
1 jam, Antibodi Sekunder disimpan kembali dan membran dicuci 
kembali dengan TBS-Tween dan pencucian dilakukan sesuai dengan 
prosedur pencucian sebelumnya. Membran yang telah dicuci kemudian 
dilakukan Pewarnaan (Staining). Tahap ini H2O sebanyak 4ml 
dimasukkan dalam wadah dan diwarnai dengan pewarna BCIP-NBT 
(NBT Solution sebanyak 500µl, BCIP Solution sebanyak 500µl, ddH2O 
sebanyak 4000µl) (Invitrogen, USA) kemudian, hasil Western Blotting 
di dokumentasikan dan dicatat. 
c. Karakterisasi Protein dengan menggunakan metode Western 
Blotting 
1) SDS-PAGE 
Sodium Dodesil Sulfat Poly Acrilamyde Gel Electrophoresis 
adalah teknik elektroforesis gel yang menggunakan poliakrilamida 
untuk memisahkan protein yang bermuatan berdasarkan berat 
molekulnya. Tahap pertama dari SDS-PAGE ini adalah membuat 
Separating dan Stacking Gel. Alat untuk membuat Separating Gel 
disiapkan, bahan dimasukkan dalam tabung reaksi sebelum 
dimasukkan ke dalam alat pencetak Gel. Bahan Separating Gel 
12%  penggunaan 2 gel adalah (Akrilamide sebanyak 3 ml, 1.5M 
Tris HCl ph 8.8 sebanyak 2.5 ml, SDS sebanyak 0.1 ml, ddH2O 
sebanyak 4.4 ml, APS sebanyak 0.1ml, TEMED sebanyak 0.006 




Setelah semua bahan telah dihomogenkan didalam tabung 
reaksi, langsung dimasukkan kedalam alat pencetak Gel hingga 
batas tertentupadaalat pencetak gel nya, kemudian ruang sisa 
ditutup dengan ddH2O hingga penuh, tunggu beberapa menit 
kemudian ddH2O dibuang dan diganti dengan Stacking Gel. Bahan 
Stacking Gel untuk 2 gel ialah (Akrilamide sebanyak 0.450 ml, 
1.5M Tris HCl ph 6.8 sebanyak 0.625 ml, SDS sebanyak 0.05 ml, 
ddH2O sebanyak 3.5 ml, APS sebanyak 0.05 ml, TEMED sebanyak 
0.006 ml) (Biorad, USA). Kemudian dimasukkan sisir pencetak 
sumur pada gel sesuai dengan jumlah sumur yang diinginkan, 
Stacking Gel ditunggu hingga memadat.  
Gel dimasukkan kedalam alat Elektroforesis (Biorad, USA), 
dan Larutan Running Buffer (Tris Base sebanyak 4 gr, Glisin 14.4 
gr, SDS sebanyak 1 gr, ddH2O 1 Liter) (Biorad, USA) dimasukkan, 
ketika Stacking Gel sudah memadat, sisir dicabut secara perlahan 
agar sumur yang terbentuk tidak rusak. Kemudian Sampel HSA 
dan IFN disiapkan. Tabung mikro (0.5 ml) disiapkan, kemudian 
larutan RSB (125 mm Tris–HCl pH 6.8, 20% glycerol, 4% SDS, 
0.1% bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol) dimasukkan 
sebanyak 5 µl kedalam tabung mikro (0.5 ml) tersebut. Kemudian 
sampel dari tabung mikro (1.5 ml) diambil dan dimasukkan 
sebanyak 15 µl kedalam tabung mikro yang sudah berisi larutan 
RSB sebelumnya dan dihomogenkan menggunakan pipet mikro. 
Kemudian sampel yang sudah dihomogenkan dimasukkan ke 
dalam sumur (well) dan urutan sampel disesuaikan, beserta Ladder 
dan Kontrol positifnya. Proses selanjutnya ialah Runnning. Semua 
Sampel, Ladder, maupun kontrol positif yang sudah dimasukkan 
kedalam sumur (well) di Running dengan arus listrik 100 Volt 
selama 90 menit. 




Proses transfer protein ini dengan cara mengimpitkan Gel hasil 
Elektroforesis dengan Membran Nitroselulosa. Langkah pertama, 
alat transfer disiapkan. Kemudian Gel hasil elektroforesis 
diimpitkan dengan membran nitroselulosa kemudian alat 
pengimpit membran dan gel itu ditutup jangan lupa untuk dikunci. 
Alat pengimpit dimasukkan kedalam alat transfer protein. 
Kemudian Larutan Transfer Buffer (Tris Base sebanyak 48µl, 
Glisin sebanyak 39µl, SDS 0.037%, Metanol 20%, ddH2O 
ditambahkan hingga 1 Liter) dimasukkan kedalam alat Transfer 
Protein. Proses selanjutnya adalah running. Proses running 
dilakukan dengan arus listrik 100Volt selama 90 menit. 
3) Blocking Membrane, Inkubasi dengan Antibodi, dan 
Staining 
Proses selanjutnya ialah blocking membrane, proses yang 
pertama ialah Membran hasil transfer diambil dan dimasukkan 
kedalam wadah yang sudah disiapkan sebelumnya, kemudian 
larutan Blocking Buffer (TBS 1X sebanyak 10ml, 10% Susu Skim 
sebanyak 1 gr yang sudah dibuat dimasukkan ke dalam wadah yang 
sudah berisi membran dan dilakukan blocking selama 1 jam dengan 
cara di shaking. Setelah 1 jam Blocking Buffer dibuang dan dicuci 
dengan TBS-Tween (TBS 20% - Tween 0.1%) (Tris Base sebanyak 
2.24 gr, NaCl sebanyak 8.77 gr, KCl sebanyak 3.02 gr, Tween 20%, 
ddH2O sebanyak 1 Liter) dengan cara di shaking.  
Proses pencucian dilakukan tiga kali dengan waktu yang 
berbeda yaitu 15 menit, 5 menit, 5 menit, dan setiap sudah selesai 
masing-masing waktu tersebut TBS-Tween dibuang. Kemudian 
dilakukan perendaman dengan Antibodi Primer selama 1 jam di 
shaking. Antibodi primer ini bernama Mouse antihuman 
Interferon-α-2 yang diproduksi didalam tubuh Tikus. Setelah 
antibodi tersebut direndam selama 1 jam, Antibodi Primer 




Tween dan dilakukan sesuai dengan prosedur pencucian 
sebelumnya. Membran Nitroselulosa yang telah dicuci kemudian 
direndam dengan Antibodi Sekunder. Antibodi ini bernama Mouse 
antimouse IGg AP Conjugate. Kemudian dilakukan perendaman 
dengan Antibodi Sekunder ini selama 1 jamdengan cara di shaking. 
Setelah antibodi tersebut direndam selama 1 jam, Antibodi 
Sekunder disimpan kembali dan membran dicuci kembali dengan 
TBS-Tween dan dilakukan sesuai dengan prosedur pencucian 
sebelumnya. Membran yang telah dicuci kemudian dilakukan 
Pewarnaan (Staining). Pada tahap ini H2O sebanyak 4ml 
dimasukkan dalam wadah dan warnai dengan pewarna BCIP-NBT 
(NBT Solution sebanyak 500 µl, BCIP Solution sebanyak 500 µl, 
ddH2O sebanyak 4000 µl) (Invitrogen, USA). Hasil Western 
Blotting di dokumentasikan dan dicatat. 
3.4.2. Prosedur Kerja Skala 50 ml 
1) Penyediaan Sampel 
Sampel yang digunakan adalah P. pastoris Fusi dan Non Fusi yang 
disediakan di laboratorium Protein Terapeutik dan Vaksin Pusat Penelitian 
Bioteknologi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Cibinong Science 
Center (CSC). 
2) Inokulasi P. pastoris Fusi dan Non Fusi pada media BMGY skala 
50ml 
Laboratorium telah menyediakan P. pastoris. Sebelum masuk ketahap 
overproduksi, P. pastoris ditransformasi menggunakan media YPDS (1% 
Yeast Extract, 2% Dextrose, 2% Peptone, Agar, Aquades, dan Zeosin 
25µg/ml). Kemudian kultur P. pastoris dikultivasi dalam medium YPDS 
diinkubasi selama 24 jam dalam suhu ruang. Koloni tunggal P. pastoris 
protein fusi, dan P. pastoris protein non fusi (Ningrum et al., 2017) dari media 
YPDS. Koloni tunggal P. pastoris (Ningrum et al.,2017) dari media YPDS, 
ditumbuhkan dalam 50 ml media BMGY (YE sebanyak 0.5gr, pepton 




ml, Biotin sebanyak 0.1 ml, Gliserol sebanyak 1.67 ml, dan Aquadest 43.23 
ml) (Merck, Jerman) pada suhu 30oC dengan kecepatan 240 rpm hingga 
mencapai OD600=1. 
3) Overproduksi dan Induksi Sel P. pastoris Fusi dan Non Fusi Skala 
50ml 
a. Overproduksi Hingga Generasi Ke-48 dam Ke-52 
Pemanenan sel dilakukan melalui sentrifugasi dengan kecepatan 
1200rpm selama 5 menit pada suhu 4oC. Pelet kemudian diresuspensikan 
kedalam Media BMMY 12ml (YE sebanyak 0.5gr, pepton 1gr, Yeast 
Nitrogen Base sebanyak 0.67gr, Potassium Phospatase sebanyak 5ml,  
Biotin sebanyak 0.1ml, methanol absolut sebanyak 0.25 ml dan Aquadest 
sebanyak 44.65 ml). Kultur kemudian ditumbuhkan pada suhu 30oC 
dengan kecepatan 250rpm. Overproduksi untuk menentukan Generasi 
ke-32 dan ke-48 dilakukan dengan cara memindahan kultur ke media 
BMMY baru. Pemindahan kultur ke media BMMY baru dilakukan 
setelah jam ke-72. Nilai densitasi sel yang akan dimasukkan kedalam 
media BMMY baru ditentukan terlebih dahulu dengan menggunakan alat 
spektrofotometer agar pertumbuhan sel terhitung dari OD600=1 kembali. 
b. Penambahan Metanol Absolut (Induksi Methanol) 
Proses induksi dilakukan pada jam ke-24 dan ke-48 pada setiap 
generasi nya melalui penambahan 0.5% metanol absolut. (Merck, 
Jerman) kedalam kultur (Herawati et al. 2014). 
4) Pemanenan Sel P. pastoris (Harvesting) dan mendeteksi kespesifikan 
reaksi antara antigen dan antibodi menggunakan metode Screening 
Dot-Blotting 
a. Harvesting 
Supernatan dan pellet dipisahkan setelah jam ke-72 jam melalui 
proses sentrifugasi dengan kecepatan 1200rpm selama 5 menit pada suhu 




dipisahkan masing-masing kedalam 1 tabung mikro (1.5ml) untuk 
dilakukan Dot-Blotting. 
b. Dot-Blotting 
Supernatan yang telah dipisahkan kedalam tabung mikro (1.5ml) 
disiapkan untuk sampel Dot-Blotting. Dot-Blotting dilakukan dengan 
melakukan dot sampel dari supernatant sebanyak 20µl kedalam 
Membran Nitroselulosa yang telah disesuiakan ukurannya dengan 
sampel yang dibutuhkan. Setelah sampel sudah di lakukan Dot kedalam 
Membran Nitroselulosa, membran tersebut direndam dengan Blocking 
Buffer (TBS 1X sebanyak 10ml, Susu Skim sebanyak 1gr) selama 1 jam. 
Setelah 1 jam Blocking Buffer dibuang dan dicuci dengan TBS-Tween 
(TBS 20% - Tween 0.1%) (Tris Base sebanyak 2.24gr, NaCl sebanyak 
8.77 gr, KCl sebanyak 3.02gr, Tween 20%, ddH2O sebanyak 1 Liter).  
Proses pencucian dilakukan tiga kali dengan waktu yang berbeda 
yaitu 15 menit, 5 menit, 5 menit, dan setiap sudah selesai masing-masing 
waktu tersebut TBS-Tween dibuang. Kemudian dilakukan perendaman 
dengan Antibodi Primer selama 1 jam. Antibodi primer ini bernama 
Mouse antihuman Interferon-α-2 yang diproduksi didalam tubuh Tikus. 
Setelah antibodi tersebut direndam selama 1 jam, Antibodi Primer 
disimpan kembali dan membran dicuci kembali dengan TBS-Tween dan 
dilakukan sesuai dengan prosedur pencucian sebelumnya. Membran 
Nitroselulosa yang telah dicuci kemudian direndam dengan Antibodi 
Sekunder. Antibodi ini bernama Mouse antmouse IGg AP Conjugate. 
Kemudian dilakukan perendaman dengan Antibodi Sekunder ini selama 
1 jam. Setelah antibodi tersebut direndam selama 1 jam, Antibodi 
Sekunder disimpan kembali dan membran dicuci kembali dengan TBS-
Tween dan dilakukan sesuai dengan prosedur pencucian sebelumnya. 
Membran yang telah dicuci kemudian dimasukkan H2O sebanyak 4ml 
dan warnai dengan pewarna BCIP-NBT (Invitrogen, USA) masing-





c. Penentuan Densitias Sel P. pastoris Fusi dan Non Fusi 
Sampel yang dihasilkan dari overproduksi sebelumnya dilakukan 
Spektrofotometri untuk mengetahui nilai absorbansinya. Nilai absorbansi 
ini dapat digunakan untuk menentukan pertumbuhan dari P. pastori. 
Sampel HSA dan IFN pada setiap generasi diambil 1ml kedalam tabung 
kuvet dan dimasukkan kedalam alat spektrofotometer (Hitachi, Japan). 
Hasil dari alat spektrofotometer dicatat. Hasil dari spektrofotometer ini 
berupa nilai absorbansi nya, dan nilai absorbansi ini dapat digunakan 
untuk menentukan kurva pertumbuhan dari P. pastoris. 
d. Karakterisasi Stabilitas Ekspresi Kerangka Baca Terbuka 
Penyandi Protein rhIFNα-2a Fusi dan Non Fusi hingga 48 
generasi 
Uji stabilitas protein dilakukan dengan melakukan tiga kali 
overproduksi dalam 50 ml media BMGY pada suhu 30oC dengan 
kecepatan 240rpm hingga mencapai OD600=1. Uji Stabilitas protein 
ditentukan berdasarkan kestabilan nilai densitas sel yang diambil dari 
hasil Spektrofotometri. Uji Stabilitas protein ini juga dapat ditentukan 
terhadap luas area Dot-Blotting nya menggunakan software Image-J, dan 
menentukkan berat molekul dengan menggunakan software Photocap. 
Untuk menentukkan nilai generasi dan doubling time dari sel P. pastoris 

























3.5. Analisis Statistik 
Analisis statistik ini diperlukan dalam menentukan nilai signifikansi dari data 
yang diperoleh serta untuk menentukan perbedaan nyata antara protein interferon 
yang difusikan dengan interferon yang tidak difusikan. Data tersebut diolah dengan 
menggunakan Uji ANOVA di dalam software SPSS versi 22. 
3.6. Alur Penelitian 
Pada penelitian ini dibutuhkan alur penelitian agar penelitian dapat 













Gambar 3.  1. Diagram Alur Penelitian 
4 3 2 1 5 
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Serta analisis semi        
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